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(54) Title: METHOD FOR MAKING CARTILAGE AND IMPLANTS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 

(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that are able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which are placed in an otherwise 
empty cell space (I), and are left in this cell space 
(I) to form an extracellular matrix of cartilage. 
As many cells are introduced into the cell space 
as necessary for it to contain about 5xl0 7 to 10 9 
cells per cubic centimetre. The cell space (1) 
is separated, at least partially, from a culture- 
medium space (2) surrounding the cell space (I) 
by a semipermeable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection barrier. The 
open-pored wall may take the form of a plate 
(7) made of a bone-substitute material, and be 
located towards the bottom of the cell space (I). This causes the cells to be deposited on this plate (7), and the cartilage arising in the 
cell space (1) grows into its pores or surface irregularities, thus creating an implant consisting of a bone-substitute plate (7) and a layer of 
cartilage covering this, with the two parts of the implant having a positive form fit with one another resulting from the cartilage growing. 




(57) Zusammehfassung 

Das beschriebene Vcrfahren dient ziir in vitro Heiiteilung Von Knorpelgewebe und von Implantaten, die mindestens teilweise aus 
Knorpelgewebe bestehcn Es gebt von vitalcn Zellen aus, die die Fahigkeirhaben, erne extrazelhiiare Knorpelmatrix zu bilden und die 
in einen an sich leeren Zellraum (I) eingebracht und zur Bildung einer extrazelluiaren Knorpelmatrix in diesem Zellraum (I) belassen 
werden. Es werden soviele Zellen in deh Zeliraum eingebracht, dass dieser pro cm 3 etwa 5xI0 7 bis 10 9 Zellen enthaJt. Der Zellraum (1) 
; ist mindestens teilweise durch eine semipermeable Wandung (3) oder durch eine als Konvektionsbarriere wirksame offenporige Wandung 
von einem den Zellraum (I) umgebenden KuUurmedium-Raum (2) getrennt. Die offenporige Wandung kann dabei als Platte (7) aus einem 
Knochenersatzmaterial ausgebildet sein und im Zellraum (I) gegen unten angeordnet sein. Dadurch setzen sich die Zellen auf dieser 
Platte (7) ab und wachst das im Zeliraum (1) entsteheride Knorpelgewebe in seine Poren bzw. Oberflachenunebenhciten ein, wodurcn ein 
Implantat entsteht, das aus einer Knochenersatzplatte (7) und aus einer diese bedeckenden Knorpelschicht besteht, und wobei die beiden 
Jmplantatsteile durch Verwachsung formschlussartig miteinander verbunden sind. ' 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON 1MPLANTATEN 



Die Erfindung liegt auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Verfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patentanspruchs 
zur Herstellung von Knorpelgewebe und von Implantaten zur Reparatur von 
enchondralen und osteochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durchfiihrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestellte Implantate nach den Oberbegriffeh der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspruche. 

10 Knorpelgewebe besteht im wesentlichen aus Chondrozyten und extrazelluiarer 
Matrix. Die extrazellulare Matrix besteht hauptsachlich aus Kollagen Typ II 
und Proteoglycanen, deren Bausteine von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Makromolekiilen zusam- 
mengebaui werden. Die Chondrozyten machen im Knorpelgewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums etwa 5% des Volumens aus. 
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Gelenkknorpel, der als knorpelige Schicht die Enden gelerikig verbundener 
Knochen tiberzieht, ubernimmt die Funktion der Lastverteilung bei Belastung 
des Gelenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fahig, Wasser auf- 
zunehmen und unter Dnick wieder abzugeben. Ferner dieneri die Gelenk- 
5 knorpel-Oberflachen als Gleitflachen im Gelenk. 

Kxiorpel ist ein Gewebe, das sich mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Iridividuen kaum fegeneriert, wenn das zu regenerierende Knor- 

10 pelstiick ein nur kleines Volumen iiberschreitet. Insbesondere Gelenkknorpel 
konnen aber oft altersbedingte Abniitzungs- und Veranderungserscheinungen 
sowie unfallbedirigte Verletzungen aufweisen, die ein derartiges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solcbe Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache ) Bewegung und Belastung von betroffenen Ge- 

15 lenken schmerzhaft und fiihren zu weiteren Kompiikationen wie beispiels- 
weise Entziindungen bedingt durch Synovialfliissigkeit, die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus diesen Gninden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operativ zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte, die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und darunter 
liegendes Knochengewebe betreffen, zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer moglichst genau definienen Geometrie ausgebdhrt 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteten Stelle 
30 beispielsweise desselben Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unterliegendem Knochen mit moglichst derseiben Geometrie, wie die Boh- 
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rung sie hat, ausgestanzt/ausgebohrt wird undrindem die ausgestanzte Saiile in 
die Bohrung eingesetzt wird. In derselberi Weise werden auch grossere Defek- 
te mit einer Mehrzahl von Saulen repariert (Mosaikplastik). Diese Methoden 
sind erfolgreich aber das eigentliche Problem wird im wesentlichen von einer 
5 belasteten Gelenkstelle an eine uhbelastete Gelenkstelle verschoben und nicbt 
effektiv gelost. 

Es wird auch vorgeschlagen, beisptelsweise in der Publikation US-3703575 
10 (Thieie), Knorpeldefekte mit rein kiinstlichen Implantaten (z.B. Gele, die Pro- 
teine und Polysaccharide enthalteri) zti reparieren. Es zeigt sich aber, dass 
damit nur beschrankte Erfolge erzielt werden konnen, weshalb in der neueren 
Entwicklung andere Wege beschritten werderi, die aile von autologen oder 
homoiogea, vitaJen Zellen ausgehen. Es werden beispielsweise in vitro geziich- 
15 tete, vitale Chondrozyten oder Zeilen, die eine Chondrozytenfunktion ausiiben 
konnen, implantiert; oder es werden kiinstliche Implantate berliitzt, in die 
vitaJe Chondrozyten eingebracht sind; oder es wird versucht, in vitro Knorpel- 
gewebe zu ziichten und dieses zu implantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten. nach neuerer Entwicklung wird versucht, vitales Knorpelgewebe minde- 
20 stens teilweise in vitro zu erzeugen und zu implantieren oder knorpelbildende 
Zellen im zu reparierenden Defekt anzusiedeln, welche Zellen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahnliches Gewebe bilden. 

25 Beispiele derartiger Verfahren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 

Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden korpereigene 
30 Chondrozyten nach einer vorgangigen Vermehrung in einer Monolayer-Kultur 
fur eine weitere Vermehrung in eine dreidimensionale Kollagenmatrix in 
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Form eines Gels oder eines Schwammes eingebracht, iii welcher Matrix sie 
sich festsetzen und dadureh immobilisiert sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
mehrung wird die defekte Knorpelstelle mit dem Material bestehend aus 
Kollagenmatrix und Zellen gefiillt und, urn das Transplantat an der defekten 
5 Stelle festziihalten, wird ein Snick Knochenhaut dariiber genahL Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche deraniger Transpiantate ist bedeutehd besser als 
ohne Transplantat. 

10 ' Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (Itay) werden Chondrpzyten oder 
Zellen, die eine Cbondrozyten-Funktion anstiben konnen, in eine biokom- 
patible, resdrbierbare Matrix eingebracbt (32xl0 6 bis 120xl0 6 Zellen pro cm 3 ), 
in welcher Matrix die Zellen immobilisiert sind. Diese Matrix wird implan- 
tiert, wobei sich in vivo ein knorpelahnliches Gewebe bildet. Die fur das 1m- 

15 plantat venvendeten Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
zuerst in einer Monolayer-Kultur und dann suspendiert, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kunstliche Matrix als Tragermaterial fur das Implantat ver- 
wendet. Diese wird bereits fur die Zeilkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mit einer vitalen Bin- 
degewebeschicht iiberzogen. Nach einer in vitro durchgefubrten Zellvermeh- 

25 rung auf der dreidimensionalen Matrix, wird diese implantiert. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanti et ah) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren, potymeren 
Fasermaterialien besteht und an die sich Zellen anlagern lassen. Die Zellen 
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werden in vitro bereits auf der Matrix oder in Monolayer-Zellkulturen ver- 
mehrt und die Matrix wird mit den an ihr haftenden und dadurch immbbili- 
sieneri Zellen implantiert. Die Matrix wird in vivo abgebaut und sukzessive 
durch extrazellulare Matrix, die von den Zellen gebildet wird, ersetzt. 

5 

Nach dem Verfahren gemass US-5326357 (Kandel) werden Chondroryten auf 
einer Schicht aus Filtermaterial (MILICELL®tCM mit einer Porengrosse von 
0,4jini) als Monolayer mil einer Dichte von l,5xl0 6 Zellen pro cm 2 aufge- 
10 bracht. Eine in vitro Kultur des Monolayers auf dem Filtermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine diinne Knorpelschicht, die in ihrem Aufbau offen- 
bar dem naturlichen Gelenkknorpel entspricht, und die als solche implantier- 
bar ist. 

15 

Es ist auch bekannu dass Knorpe! in sogenannten high density Zellkulturen 
geziichtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwendig auf einen Trager gebracht und kultiviert. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kulturmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen kontrahiert sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessern in der Grossenordnung von lmxn. 
Im Innern dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-artiges Gewebe, wahrend an deren Oberflache Faserknorpel (Peri- 
chondrium) entsteht. Fur Implantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wenig geeignet. 

Sittinger er al. (Biomaterials Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, Guildford GB) schla- 
gen auch vor, fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
30 Matrix vitale Zellen einzubringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 
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verhindert, dass wahrend der Knorpelbildung von den Zelien fur den Aufbau 
einer extrazellulareri Matrix ausgeschiedene Bauteile rxiit dera Kultunnedium 
ausgeschwemmt werden. Es ist auch bekannt, Zellkulturen zur Verhinderung 
von Immunabwehrreaktionen in erne derartige Membran eingeschlossen zu 
5 implantieren. 

Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird, Knorpel mindestens 
teilweise in vitro herzustellea, stellen verschiedene Losungen eines langef 

10 bekannten Problems dar t das sich der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
natiirliche Zelien aber unter kiinstlichen Bedingungen stellt. Dieses Problem 
besteht darin, dass Chondrozyten unter deranigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es nur unter sehr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist, Fibroblasten zu 

15 einer Cbondrozyten-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstellt. 

20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch gelost, dass die Chondrozyten in entsprechend 
dichten Kulturen in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrix 
immobilisiert werden. Es zeigt sich, dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentliche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den, die der extrazellularen Matrix von natiirlichem Knorpel mindestens ahn- 
lich ist. Die dreidimensionale Matrix dient in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zelien sondern auch als belastbarer Korper nach der 
Implantation, dean die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fall eine Stabilitat, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belasrung standhalten konnte. 
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Die Erfihdung stellt sich die Aufgabe, ein Verfahren zu schaffen, mit dem in 
einfachef Weise fur Implantatiohen, insbesondere fur Implantationen bei Ge- 
leiikknorpel-Defektbn, geeignetes Knorpelgewebe in: vitro herstellbar wird 
oder Implantate herstellbar werden, die mindestens zum Teil aus deranigem 

5 Knorpelgewebe bestehen. Ziir Losung dieser Aufgabe ist es notwendig, fiir 
Gbondrozyten bzw. andere, zu einer Chondrozyterifunktion fahige Zellen in 
vitro eine derartige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionale derartige 
Umgebung zu schaffen, dass sie auch iiber eine langere Kulturzeit nicht dedif- 
fefenzieren und ihre Funktion aktiv ausiiben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 

10 drozyten differenziert werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Hauptteil der Aufgabe gelost, denn nicht dedifferenzierende, vitale Chondro- 
zyten bauen uriter den geeigneten Bedingungeii gemass ihrer natiirlichen 
Funktion die entsprechende extrazeilulare Matrix auf und stellen zusammen 
mit dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten Implantate, die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe bestehen, 
sollen insbesondere geeignet sein fiir die Reparatur von enchondralen oder 
20 osteochondralen Gelenk-Defekten. Sie sollen fur jede Tiefe derartiger Defek- 
te herstellbar sein und mit den erfindungsgemassen Implantaten reparierte 
derartige Defekte sollen moglichst bald nach der Implantation belastbar sein 
und zwar sowohl mit Press- als auch mit Scherkraften. 

25 

Die oben genannte Aufgabe wird gelost durch das Verfahren, wie es in den 
Anspriichen definiert ist. 

30 Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund, dass Chondrozyten 
ein den Anspriichen geniigendes Knorpelgewebe aufbauen konnen. werm 
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dafiir gesorgt wird t dass die Konzehtrati die von den Zellen 

produiiert und in extrazeilulire Raume ausgeschieden werden, nach einer 
loirzen Arifangsphase eirie geniigend Hohe Konzentration aufweisen und dass 
eine ahrtliche Konzentration wahrend der ganzeft Kulturzeit aufrechterhalten 

5 bleibL Unter diesen Bedingungen bleibt die differenzierte Funktion von 
Chondrozyten voll erhaiten (sie dedifferenzieren nicht zu Fibroblasten) und/- 

. . , oder ist es moglich, entsprechende Zellen; irisbesondere mesenchymale 
Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen oder auch Fibroblasten zu 
einer entsprechenderi Funktion zu differenzieren. 

10 

Die erste Bedingurig wird erfiillt dadurch, dass eine Zellgemeinschaft geschaf- 
fen wird, in der mindestens zu Beginn der Kultur eine derart bohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genannten Konzentrationen in 

15 den Zellzwischenraumen notwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzeri Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird erfiillt dadurch, dass 
die Zellgemeinschaft in einem begrenzten Zellraum untergebracht wird, in 
dem verhindert wird, dass die genannten Stoffe aus den Zellzwischenraumen 
ausgeschwemmt werden. 

20 ' 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Bausteine fur den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteine und Hyalorunate fiir den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und Kollagen-Vorstufen fur den Aufbau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ II. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fiir die in 
30 vitro Kultur nicht immobilisiert sondem es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kiinstliche Matrix zur Verffigung gestellt, in dem die beiden oben 
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arigegebenen Bedingungeri erfullt sind, in dem es aber weitgebehd iden Zellen 
uberiassen wird, wie sie sich relativ zueinander arisiedeiii wbllen. Es zeigt sich; 
dass in einem deranigen freien Zellraum Zeileh ihre Ghpndrozytenfunktion 
vol! ausiiben und sich ein Knoinpelgewebe ziichten lasst, das eine fur eine 
Implantation und fur eine mindestens beschrankte Belastung nach der Im- 
plantation geniiigende Festigkeit aufweist 



Nach dem erfindungsgemassen Verfahren werden also Zelleri, die zu einer 
10 Choridrozytenfunktion befahigt sind. in einen an sich leeren, das heisst hoch- 
stens mit Kulturmedium gefullten Zellraum eingebracht deran, dass im Zell- 
raum eine Zelldichte von etwa 5x'10 7 bis 10 9 Zellen pro cm 3 Zellraum ent- 
steht, was bei einem ungefahren Zellvolumen jeder Zelle von 10 3 um 3 eine 
Raumbelegung von ca. 5% bis 100% ergibt. 

15 

Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fur die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefullten Raum eingebracht, welches 
Kulturmedium in bekannter Weise periodisch erneuen wird. Wahrend der 
20 Kulturzeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 



25 Die Durchlassigkeit der durchlassigen Teile der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind derart auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhinderung erfullt wird. 



30 
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Fur alle F^ (semipermeable Membrane) 

riiit einer Durchlassigkeit von 10*000 bis 100 ? 00G Dalton (10 bis 100 IcDa) 
geeignet, insbesondere fur • bewegte Kulturen urid fur Zellraume mit grosseri 
Dimensionen (dreidimensionale Gebilde j. Die genanriten autokrinen Faktoren 
5 und Bausteine fur den Aufbau der Makromotekiile der extrazellularen Knor- 
pelmatrix haben Molekiilafgew eine Membran mit der 

genannten Duchlassigkeit^m 

10 Es zeigt sich, dass fur stationare Kulturen und Zellraume mit mindestens 
einer Ideinen Dimension (dunne Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grosseren Pbren (bis in deri Bereich von 10 bis 20pm), die nicht als 
semipermeable Wande sondern nur als Konvektionsbarrieren wirken konnen, 
geniigen und dass geg^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 

15 sein kann. 



Insbesondere in unbewegten Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichten in Richrung Schwerkraft ab, wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
20 erzeugbar sind. Fur die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebilde 
erweisen sich bewegte Zellraume als vorteilhaft. 

Fur spezifische Kulturen urid insbesondere auch fur spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimentell 
ermittelt werden. 



30 

Der Zellraum hat also im wesentlichen drei Funktionen: 
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Der Zellraum halt die Gemeinschaft der (nicht imniobilisierten) Zelleh in 
einer genugenden Dichte zusammen, derari, dass sie ihre spezielJe Funk- 
tionsfahigkeit nicht verlieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachstum, sodass durch Wahi der 
Zellraumform die Form des entstehenden Knorpels steuerbar 1st; 

die Zellraumwand erlaubt die Versorgung der Zelleh mit Kuk 
verhinden aber die Ausschwemmung der fur das Knorpelwachstum not- 
10 wendigen, von den Zellen sekretierten Stoffe. 

Fur die Herstellung von Implantaten, die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen, kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eirie 
15 Funktion als Implantatsteil iibernehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben sein wird. 

Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyten, rnesenchy- 
20 male Stammzellen oder andere mesenchymal Zellen. Diese Zelltypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochenmark in bekannter Weise 
isolien werden oder auch aus Binde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet, wenn dem Kulturmedium bzw. dem Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ihre Differenzierung zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mit deranigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zellen konnen auch, bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro vermehrt werden. 

30 Die in den genanmen Geweben vorhandenen Mischungen von Zelltypen 
brauchen nicht aufgetrennt zu werden, sondern konnen als solche in den Zell- 
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raum eingebracht werden. Es zeigt sich auch, dass eine vollstandige Trennung 
der Zellen von der sie umgebenden interzelluiaren Matrix nicht notwendig ist, 
dass also gegebenenfalls anstelle yon isoiierten Zellen auch Gewebeteilchen 
oder Mischungen von isoiierten Zellen und Gewebeteilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden konnen. Dabei ist gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
nung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch eine kurze enzymatische Verdauung, dafiir zu sprgen, dass die geforder- 
te Zelldichte im Zellraum erreicht werden kann. 

10 

Es zeigt sich, dass mit handelsiiblichen Kulturmedien, wie beispielsweise 
HAM-F12, denen vorteilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konnen. Ferner konnen dem Kulturmedium auch an 
sich bekannte Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulturme- 
15 dien, die eine Vennehning der Zellen und die Bildung der Knorpelmatrix 
fordern, beigegeben werden. 

Es zeigt sich, dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dedifferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kulturzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mit Knorpelgewebe fiillt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kann, sobald es dazu eine geniigende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zellraum entfernt werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
25 Kulturmedium weiter kultiviert werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendung (Transplantation) im Zellraum verbleiben. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes Knorpelgewebe kann 
30 als Implantat oder Implantatsteil, bzw. bei der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auto-Transplantat oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in vitro weiterverwendet wird. 



5 Die folgenden Figuren illustrieren das erfindungsgemasse Verfahren, die 
Anordnung zur Durchfuhrung des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implantaten, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stellt werden konnen. Bei den dargestellten Beispielen handelt es sich urn 
Implantate fur die Reparatur von enchondralen und osteochondralen Defek- 
10 ten. Mit dem erfindungsgemassen Verfahren ist es aber auch moglich, andere 
Implantate herzustellen, zum Beispiel Gehorknochen oder fur die plastische 
Ghirurgie Nasenkriorpel, Orbitalboden, Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren 1 bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfiihrung des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe; 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimentellen Knorpelkulturen (aus Kulturen nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskulturen nach bekann- 

ten Verfahren) im Vergleich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren 8 und 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenschaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Kraftverlaufe bei der Belastung dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung eines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 
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Figur 14 zeigt eirien Schnitt durch ein nach dem erfindungsgemassen Ver- 
fahren gerriass Figur 2 oder 3 hergestelltes Implantat mil einer 
Tragerschicht und einer Knorpelschicht (Grenzbereich zwischen den 
zwei Schichten im Schnitt serikrecht zu den Schichten); 

5 

Figuren 15 und 16 zeigen beispielhafte Ausfiihrungsformen des erfindungsge- 
iriassen Implantates gemass Figur 14 im Schnitt senkrecht zur Knor- 
pelschicht; 

10 Figuren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren -hergestellten Implantaten zur Reparatur 
von enchpndralen und osteochondraten Gelenk-Defekten (Schnitte 
senkrecht zur Knorpelschicht). 

15 

Figur 1 zeigt im Schnitt ein*; beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Herstellung von Knorpelgewebe. Diese besteht im wesentlichen aus 
einem begrenzten Zellraum 1, in den die Zellen eingebracht werden und der 
in einem Kulturmedium-Raum 2 angeordnet ist. Mindestens ein Teil der 

20 Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand t beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
det. Die restliche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium- 
Raum 2 ist dicht und besteht beispielsweise aus Kunststoffteilen, die dem 
Zellraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 

25 brane festhalten. 

Im dargestellten Beispiel sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsteckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen, die zusammen 
30 mit zwei beispielsweise im wesentlichen kreisformigen Stiicken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 
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Die siem von 10*000 bis 

100-doS DkU 

entsprecherider Diaiyseschlauch. 

5 

Es ist offerisichtlichv dass in analbger Art zu der in der Figur 1 dargestellten 
AjiordnungvZeUraume verschiedenster Form gebildet werden konneix in die 
Zelien eingebracht werden und in denen diese Knorpelgewebe aufbauen, 
10 wobei das Knorpelgewebe im wesemlichen die Form des Zellraumes 1 oder 
des wahrend der Kultur in Richtung Schwerkraft gegen unte-n gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 annimmt. 

15 Der Kulturmedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raurn, in dem in bekannter 
Weis£ das Kulturmedium periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zellraum 
1 im Kulturmedium-Raum 2 bewegt werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispielsweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispielsweise wie folgt ab: 

Zelien, Gewebeteilchen oder Mischungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschrieben sind, werden, z.B. in Kulturme- 

dium aufgeschlammt, in den freien Zellraum eingebracht derart, dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche zwischen 5xl0 7 und 10 9 Zelien pro 
cm 3 betragt. 
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■ - -Der Zellraum wird geschlossen, darin in ^ ein- 
: gebracht tirid darin fiir einen Zeitraum iii der Grosse von €twa drei Wo- ■. 
chen belassen. 

5 r : Das im Zellraum entstandene Knorpelgewebe wird aus dem Zellraum 
entfernt und entweder in einem Kulturmedium frei schwimmend weiter 
kultivien oder direkt als Implantat bzw. Transpliantat bder fur wissen- 
scbaftliche Untersuchungen weiterverwendeL 



10 
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In Zellraumen gerriass Figur 1 werden Implantate hergestellt, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehorknochen, Nasenknorpel Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln bder Teile davon. 



Figur 2 zeigt eine weitere Variante eines Zellraumes fur die Durchfuhrung 
des erfmdungsgemassen Verfahrens. Def Zellraum 1 ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plastisch defonnierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
20 ersatzmaterial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der Zellraum hat eine Hohe von beispielsweise ca. 3 bis 5mm und eine belie- 
bige flachige Form und Ausdehnung. 

25 

Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestellt ist, ist insbesondere geeignet 
fur die Herstellung eines Implantats zur Reparatur eines osteochondral De- 
fekts, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondern auch die Knochenersatzplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chenersatzplatte 7 hat also im wesentlichen zwei Funktionen: sie diem wah- 
rend dem Knorpelwachstum als durchlassige Wandung des Zellraumes 1 und 



sie dierit im fertigen Implantat als Verarikerungssubstrat> fur die Knorpel- 

schicht. wobei nach der Implantation dieses Knochenersat^m 

ter Weise von Zelien aus dem angrenzenden, vitalen Kiiochen besiedelt wird. 



Damn die Knochenersatzplatte 7 die oben genannte zweite Funktion erfullen 
kai^ muss durch entspre^ Anprdriung des Zellf aunies^ 
urii^Raum: d gesorgt werden, dass die Zelien sich 'mo||te^ 
auf der Knochenersatzplatte 7 absetzen (riundesteiis Kir Jdeh FallvVdass eine 
10 Zelldichte gewahlt wird, die zu einem Absetzen der Zdlenvffihn). 'DerZell- 
raunr 1 wird also beispielsweise, wie in der Figur 2 dargestellt, mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 gegen unten stationar im Kulturmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zelien sich dutch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzplatte 7 absetzen. 

15 

Femer muss die Knochenersatzplatte 7 derart beschaffen sein, dass das im 
Zellraum 1 entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 verwachst und dadurdv ein auf Schemng belastbares Im- 

20 plantat entsteht. Eine deranige Verwachsung wird erreicht dadurch, dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigeh Oberflache, 
auf der der Knorpel geziichtet wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzplatte ver- 

25 ankern. Es zeigt sich, dass fur eine deranige Verarikerung der Kollagenfibril- 
len Poren von ca. 1 bis 20um geeignet sind. 



Femer ist es vorteilhaft, wenn von den Zelien, die fur die Knorpelziichtung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzplatte aufgebracht werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst, sodass durch das Wach- 



sen von Kjiorpelgewebe in .die&e-n^ 

und Knocheriersatzmaterial in der Art miteinander vef- 

bunden werden. Es zeigt sich, dass Zellen sich leicht in Unebenheiten oder 
Poren niederlassen, wenn diese mindestens 20um; vbFteilhafterweise zwischen 
5 20 und 50u,m gross sind. 



An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungeh ge- 
stelit: 

10 

Damit die Zellen sich aus dem Kulturmedium durch die Knochenersatz- 
platte ernahren konnen. muss diese Poren aufweisen; die durchgehende 
Kan ale bilden (offene Porositat). 

15 - Damit die Knochenersatzplatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwemmung der grosseren Molekiile diene kann, diirfeh die 
Poren nicht zu gross und die Plattendicke nicht zu klein sein. 

Damit die beim Knorpelwachstuin entstehenden Kollagenfibrillen sich in 
20 den Poren der Platte verankerri, sollen die Poren nicht grosser ils.ca. 

20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
platte ansiedeln konnen, miissen mindestens auf der gegen die wachsende 
25 Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 

Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mit Grossen von mindestens ca. 
2Q\xm vorgesehen sein. 



30 Es zeigt sich dass mit emsprechend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
ten mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und mit einer 
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Dicke von 0,5 bis 3mm, vorzugsweise 0,5 bis 1,5mm gute Resultate erzielt 
werden kohnen. Bet Plattendicken iiber ca. 0,5 bis 1 mm kanri der ; von der 
vvachsenden Knorpelschicht abgewandte Bereich der Kjiochehersatzplaite 
auch eine grobere Porositat aufweisen, beispielsweise Poreri bis zu Grossen 
von 300 bis 700um t wie sie von Knochenersatzmaterialien bekannt sind: Der- 
anige Porositaten begiinsiigen die in vivo Vaskularisierung des Knochener- 
satzmaterials. 



10 Als Knochenersatzmaterial eignen sich an sich alle g^rigigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Materialien, vorzugsweise biologisch abbaubare 
Materialien, die die angegebene, offene Porositat ; aufweisen und die sich zu 
siarren oder plastisch verformbaren Platten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Platten herstellbar aus Kollagen I, aus Kollagen I 

15 und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Platten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Knochenersatz- 
materialien. 



20 Eine Beharidlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach 
ment factor) ist nicht notwendig. 



In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer entsprechend offenporigen Kno- 
25 chenersatzplatte 7 wird also nicht nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dern es wird ein Implantat hergestellt, das einen vorgebildeten, verwachsenen 
Knorpel/Knochen-Grenzbereich aufweist. 



30 



Figur 3 zeigt eine weitere, beispielshafte Anordnung zur Durchfiihrung des 
erfindungsgemassen Verfahrens. Es handelt sich im Prinzip um eine Kom- 
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bination des Verfkhiens gern^s Fi^ren 1 und 2. Die Knochenersatzplatte 7 
1st hier nicht als Te i i de r du rchl assig^n Wandung des Zellraumes 1 angeord- 
net spndern liegt irinerhalb eines derartigen, beispieisweise mit semiperme- 
ablen Merhbranen 3 begrenzten Raiimes. Es ist offensichtlich, dass in einer 
5 derartigen Anordnung die Funktion der Knochenersatzplatte 7 als Konvek- 
tionsbarriere wegfaJlt und dass aus diesem Grande die Porositat und Dicke 
der Platte mit einer grosseren Freiheit gewahlt werden kann, 

10 Die in der Figur 3 dargestellte Anordung eignet sich insbesondere fur .diinne, 
plastisch verforrabare Knochenersatzplatten 7, die als Zellraumwandung 
schwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt schematisch eine weitere Ausfuhrungsform eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Ziichtung von sehr diinnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersatzplatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensatz zum 
Zellraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass mindestens in den ersten ein bis zwei Wochen uriter stationaren 

20 Kulturbedingungen geziichtet werden muss. Im Gegensatz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordhungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die Zellen 
eine Knochenersatzplatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht als Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resultate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhalten wurden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendet. 
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Es wurden aus Schultergelenken von Rindem isolierte Chondrozyten verwen-. 
det. Die Isolierung der Zellen wurde nach bekannten Methoden durchgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschlauche eingebracht und diese wahrend 
der Kulturzeit in einer Spinnerflasche bewegt, wobei die Zellen sich am unte- 
5 ren Ende der Schlauche absetzten. Als Kulturmedium wurde HAM-F12 mit 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewech- 
. selt. 

10 Figur 5 zeigt die Gehalte an Chondroitinsulfat und Kollagen (ug/ml, auf das 
Volume n des gebildeten Knorpelgewebes bezbgen) als Furiktion der Kultur- 
zeit (20/ 29 und 49 Tage) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglicben mit entsprechenden Werten von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Monate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultaie zeigen, dass der Gehalt an Chondroitinsulfat im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebe sogar hoher sein kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an Kollagen deutlich tiefer ist. 

20 Figuren 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulturzeit (0, 7 t 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfat- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulturen A und B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
gezuchtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulturzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen im Zellraum, D: Kulturmedium iiber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyten in Alginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kultur kulti- 
vien (A) und in einer Spinnerflasche (B). 
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Durch^diV^ Kjibrpelaufbau in der Ver-. 

isiachs^bfdnung gem^s E 

ybrgleichsversuehen. 



Figiirch 8 uhd 9 zeigesn fur einen mit dem erfindungsgemassen Verfahren 
he rgeste 11 ten Kribrpe 1 ( Figu r 8) und fii r einen nativeri Knorpel (Figur 9) ;Re-: 
sultate vori Belastungsversuchen 2^ der mechanischen Eigenscbaf- 

ten des erfindungsgemass hergestellten Knorpels (Kulturbedingungea bei 

10 denen der Knorpel hergestellt wurde, siehe weiter oben) verglichen mit me- 
chanischen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch besteht 
dariiv einen Stempel mit einer kohstanten Geschwindigkeit (I Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu tiriicken und den Stempel bei emer Eindringtiefe 
von 200um anzuhalten, wahrend dessen die Stempelkraft registriert wird. 

15 Dabei steigt die Stempelkraft zuerst etwa proportional mit der Eindringtiefe 
und sinkt riach dem Stillstand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Fliissigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 



20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) ais Funk- 
tion der Zeit in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Registrierung 
der Eindringtiefe (Weg) in \irn dargestellt. 

25 Der Belastungsversuch mit dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) wurde mit einem Sternpel mit 20mm Durch- 
messer durchgeftihrt, sodass sich eine maximale Druckspannung von ca. 
0,8N/cm 2 ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempel von 5mm Durchmesser durchgefuhrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspannung von ca. 30N/cnr ergibt. 



^; : , Die d der mil 

dem eifinduri 
, r^h lO bis 

(Figuren 10 und 11) und elektroneni^ Aufriahriien (Figuren 12 

5 lind 13) des nach dem erfihdurigsgemassen Verfahren hergestellten und fur 
die Belastungsversuche verwendeten ^ 12) und 

mehschlichen Knorpels aus der mittleren radiaren Zone (Figurien 1 1 und 13) 
■ ■ '• dar. : ' •. ' ■ , - , .: ••' ' . ' ' • ., . 

10 

Die Figuren 10 und 11 zeigeri deutlich, dass der nach dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren hergestellte Knorpel bedeutend mehr Ghondrozyten enthalt als 
der Vergleichsknorpel, was fur den in vitro geziichteten Knor^el als Wachs- 
tumsstadium interpretiert werden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nahe, auf denen in den Ghondrozyten Qrganellen gut sicht- 
bar sind (mit Pfeilen markiert). Im Vergleichsknorpel sind die Organetlen 
schmali was auf eine geringe Synthesetatigkeit schliessen lasst; im erfindungs- 
gemass hergestellten; Khorpel sind sie deutlich erweitert, was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damit auf eihe Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen, dass die Koilagen- 
fibrillen darin ein dichtes Netz bilden, dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondern beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellte Knorpelgewebe ist also als eine Art 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachten, das aber die Fahigkeit besitzt, 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 

30 webe weiterzuentwickeln. 



/ 14 zbigt in schematischer Darstellung ^ineri histoldgisc 
?g£Gs^rurig ca. ;100x) dutch den Grenzber&cfr ^ 
I^Gchehe eines Irnplantates, das in einer eiher 

der Figuren :2 bis 4 hergestelit wurde. Kriorpeigewebe 10 und toochenefsatz- 
5;; platte 7 sind in einem Grenzbereich 11 Formsthluss-artig miteinander ver- 
bunderi, dadurch, dass das Knorpelgewebe in Oberfiachenunebenbeiten der 
; vKnpchenersatzplatte 7 hinetngewachseh ist. 

10 Figuren 15 lind 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielbafte 
Ausfuhrurigsformen von Implaritateri, die hergestelit werden nach Verfahren, 
wie sie im Zusammenhang mit den Figuren 2 bis 4 beschrieben wurderi, und 
die zwischen der Knorpelschicht . 10 und einer danmterliegenden Knochen- 
ersatzplatte 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 

Nach Abschluss der Kulturzeit von einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entstandenen Knorpelschicht 10 von den ubrigen 
20 Wandbestandteilen des Zellraumes getrennt. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implantat gege- 
benenfails auf eine vdrgegebene Grosse und Form reduziert und/oder auf ein 
weiteres Snick eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzt. 



25 

Fur eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Irnplantates werden in 
der Chirurgie gangige Methoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen, La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fur eine Vergrosserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatz- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberiiegenden Seite der Kno- 



;/ :WQ^/4<^5;;^ 



!dieriersa^ aus^in^ 



5: Nach der Implantation wand das offenporige Kjiochenersatzmaterial der 

Knocheriersat^^ S tucks 12 aus der natiyen Umge- 
hung ^ ; 

^Maten^ naturliches ^pcHferigewebe; JdSs ^das 

Kriochene^ (7, 12, 13), das sukzessive abgebaut wird, ersetzt. Da- 

10 bei ist m erwarten, dass der in vitro gezuchtete Knorpel im Grehzbereieh 11 
mineralisiert wird. 



Figuren 17 bis 20 zeigen enchondraJe und osteochondrale Defekte, die niit 
15 beispielhaften Aiisfiihrungsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
riert sind. 



Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
20 tenen, enchondralen Defekt, einen Defekt also v der in der nativen Knorpel- 
schicht 20 liegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegehde Knochengewebe 
21 nicht tangien. Ein derartiger Defekt ist im Humanfall hbchstens etwa 3mm 
tief und kann sich uber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohrten oder ausgeschnitterien Defekt wird ein Stuck 
25 Knorpelgewebe 10' eingesetzt, das beispielsweise in einer Anordnung gemass 
Figur 1 geziichtet wurde und das nach der ZQchtung gegebenenfalls durch 
Schneiden oder Stanzen auf die Fonn des Defektes gebracht wurde. 



30 



Bei kJeinen Defekten geniigt es, fur eine gemigende Fixierung des Implantates 
Lm Defekt. dieses beim Einbringen leicht elastisch zu deformieren (press fit). 



B e i ^i^ereiy \) ■'■];<■■ i[' 

wird; tffit einem • 
bracht wird (iB^ Fibril mir dem; nativeii Knor- 

5 pel. ; v • - > ' ■:' {■ ■ : 

chondralen Defekt (flachige Ausde^ bis zu ca 3mm 

10 im Kjibchen), etn Defekt also, der iiicht nur die native 20 
sondem auch das diaxum^ Knochengewebe 21 betrifft. Dieser Defekt 

ist mir einem Implantat gemass Figur 15 repariert, welches Impiamat mit 
einem oder mehrereh Pins befestigt ist. Es sind zwei Pins dargesteilt. Der erne 
Pin 22.1 wird vom Chirurgen von der Oberflache durch das Implantat getrie- 
15 ben, der andere Pin 22-2 ist vorgangig in der Knbchenersatzplatte 7 des Im-. 
plantates angeordnet worden und wird durch Pressen auf die Implantaisober- 
flache in den Knochen getrieben. Je nach fiachiger Ausdehnung des Defektes 
werden ein Pin oder eine Mehrzahl von Pins angeordnet. 

20 

Selbstverstandlich ist es audi moglich, das Implantat gemass Figur 18 mit 
anderen Ftxierungsmittelri als mit Pins im Deifekt zu befestigen. 

25 Aus der Figur 18 ist ersichtlich, dass die betrachtlichen Scherkrafte, die bei 
der Belastung von Gelenken auf den Grenzbereich zwischen FLnocheri 21 und 
Knorpel 20 wirken, im Bereiche des reparierten Defektes vom Grenzbereich 
1 1 ubernommen werden, in dem die in vitro geziichtete Knorpelschicht 10 mit 
der Knochenersatzplatte 7 verwachsen ist. 
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'"•V"'-' ' ' ' ' " '■" "'^tc^ - '" 



Anstelle des aus einer in ^trd gezue Kho- 
cheriersatzplatte 7 besteherideh Im 

ist, kann derselbe Defekt auch ^ einem in 

vitro ^ezuchteten Stuck Kno 

repariert werden. Zur Aufnahme der Scherlaafte sm^ spichen Falle 

beispielsweise durchgehende Pins 22:1 vorzusehen. 



Figiir 19 zeigt einen aufgebohrteri, osteochond^ der bis in eine 

10 Tiefe von beispielsweise 20 bis 30mm praparieft und durch Implantation eines 
erfindungsgemassen Implantates gemass Figur 16 repariert worden ist. Scher- 
krafte auf das Implantat werden wiederum durch die Verwachsung zwiscben 
Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 aufgenommen. Da die Zement- 
verbindung 13 im nativen Knpchen 21 liegt, wird sie auf Scherung nicht bela- 
15 stet und braucht aus diesem Grunde nieht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 



Die in der Figur 18 dargestellte Repafaturstelle kann audi erstelh werden, 
20 indem der untere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzmaterial gefiillt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schicht 13 ein Implantat gemass Figiir 15 implahtiert wird. 



25 Fur grossere osteochondral Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 
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Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondral Defekt. Dieser ist 
deran gross, dass die neu zu erstellende Knorpelflache nicht mehr mit einer 
ebenen Fliiche angenahert werden kann. Ein derartiger Defekt kann, wie 



weiter oben angedeutet/ durc^ 

die erfindungsgemassen Implantate in ahrer ^flaGhigdn, AusdbhnUhgvm 
sehrankt sirid und dal deren Knochen 

verformbaren Material besteheri konnen, lasst sieh ider : Defekt- /ei^cher^ge:. 
5 mass Figur 20 mit einem lmplantat gemass Figur 15 reparieren. Zu diesem 
Zwecke wird der Defekt auf eihe Tiefe von einigen Millinietern in ;den; !Chp- 
chen 21 zu eirier definierten Form ausgeschnitten, werden ti^fere ^gjl^nut; 
einem plastischen Kjiocbenersatzmaterial gefullt und vvird; das Implaiitat im 
Defekt positioniert und mit geeigneten Mitteln fixiert. 
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P A TEN t A N S P R U G H E 



■5 

.1. Verfahren zur in vitro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implanta- 
ten, die mindestens teilweise aus , Knorpelgewebe bestehen, ausgehend 
/von vu die die Fahigkeit haben, eine extrazellulare Knorpel- 

jniatrix ^ bilden ; dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 

10 raum (1) eingebracht und zur Bildung einer extrazellularen Knorpelmatrix 

in diesem Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm 3 Zellraum 5xl0 7 
bis 10 9 Zellen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise dutch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandung von einem den Zellraum (1) urn- 

15 gebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass aus entspre- 
chenden Geweben isolierte Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen, 
20 andere mesenchymale Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 

genannten Zelltypen oder Gewebeteilchen, die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen enthalten, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 

25 3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkultur vermehrt werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 

(2) stationar angeordnei ist oder darin bewegt wird und dass mindestens 



tin Teil der Zellraumwandung aus einer ; semipermeablen Membran mit. 
einer 10*000 bis lOO^OOO Dalton besteht. 



5 5; Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass ianerhalb des 
Zellraurhes eine offenporige, starre oder plastisch deformierbare Platte 
(7) aus einei^ ist - 

10 6. Verfahren nach eiriem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kulturmedium-Raum 
(2) statioriar angeordnet ist und dass mindestens ein Teil der Zellraum- 
wandung als offenporige Schicht mit Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det ist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 
20 dass die in den Zellraum (1) eingebrachten Zellen sich auf der Platte (7) 

absetzen. 



8. Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspniche 
1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen Zellraum (1) aufweist, 
welcher Zellraum (1) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmedium-Raum 
(2) abgetrennt ist. 
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i^i^hg nach^ Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet; dass die semiper- 
; : ■ ' /^Wble/M 1 0'OOO bis lOO'ODO DaJton 

y--'-:' . hat: ' 

: . ' 

10. Ariordhuhg nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
• v^ktiprisbamere dierieride Porositat von 1 bis 20um 

aufweist und eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 

10 

11. Anordnung nach einem der Ansprliche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Zellraum (1) eine flachige Form mit zwei im wesentlichen par- 
allelen Stirnflachen aufweist und dass die beiden Stirnflachen durch semi- 
permeable Membrane (3) oder durch offenporige Schichten gebildet sind. 

15 

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 10 oder 11, dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Kno- 

20 chenersatzmaterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart angeordnet ist, dass die Knochenersatzplatte (7) unten ist. 

13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Kno- 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenheiten mit Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 



Vis i"A*.ri: 



W097/46665 



PGT/CH97/00220. 
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if : ;^6p^i^^^nem .der Ajispniche 12 oder 13. dadurch gekennzeich- 
: •: Brt; dass^die :ikjiochehersatzpiatte (7) auf ihrer vom Zellraum abgewand: 
ten Seite'eirie.Porosit^t von 300 bis 700um aufweist. 



15: Ahordnung nach, einnem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeich- 
net. dass ausserhalb der Knochenersatzplatte (7) eine weitere durchlassige 
Wandung angeordnet ist. 



16. Zellraum begrenzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
eihem offenpbrigen Knochenersatzmateriai besteht, als Teil einer Anord- 
nung nach eihem der Anspriiche 12 bis 15. 



15 



20 



17. Implamat hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersatzmateriai aufweist, deren Oberflache mindestens teil- 
weise mit einer in vitro gezuchteten Knorpelschicht (10) bedeckt ist, wo- 
bei das Knorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 
Poren und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatzmaterials in die- 
sem verankert ist. 



25 18. Implantat nacb Anspnich 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Platte (7) 
aus Knochenersatzmateriai mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20um aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3mm hat. 
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: , ? PCT/eH97/00220. 



19; ilmplintat ^ilactr; i&iiiem der : Aj^p™eh e ; 1 7 Oder v 1 8; dadurch gekennzeich- 
net; d^s die Platte (7) aus ^^Gehenbrsa;zmate^ial durch eine Zemehtr 
schicht (13> M aus Knochenersatzmaterial yer- 

bunderi ist. 



20 Implaritat nabh ^iriem der Ahspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass es stair p^^ 
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21. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Her- 
stellung von Implantateri zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
chondral Gelenk-Defekten. 



15 

22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur Herstellung von Gehorknochen, Nasenknorpeln, Orbitalboden, Oh- 
renmuscheln oder von Teilen davon. 

20 

23. Verwendung des Implamates nach einem der Anspriiche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondral Gelenk-Defekten. 



WG97/46665 



PCT/CH97/0022Q 
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